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論文内容要旨
目的
 細胞や組織の自己融解過程の検討がcathepsinやライソゾームプロテアーゼの研究に大きな役
 割を果たしたことはよく知られている。自己融解は組織のプロテアーゼにより,その組織自体の
 蛋白質が基質として分解される過程である。
 最近,cathepsinDとライソゾームチオールプロテアーゼ(cathepsinB,H,L)が生理的に
 は蛋白質のtumoverに,また病的には組織変性において重要であることが明らかにされている。
 網膜・ぶどう膜疾患においても,三角症候群や急性後部多巣性円盤状色素上皮症等の網膜色素
 上皮層の変性の場合や,網膜壊死を伴う急性ぶどう膜炎等における網膜の融解壊死過程において,
 ライソゾームプロテアーゼの役割が推定されている。
 今回,牛眼組織の各組織蛋白質を基質として蛋白質分解酵素活性を測定し,牛眼組織の自己融
 解を生化学的に検討し,更に各種薬剤の影響を検討した。
方法
 屠殺・摘出後4℃に保冷した牛眼から各組織を250mM蔗糖一20mMトリス酢酸緩衝液(pH
 6.8)中で単離し,角膜,虹彩,毛様体,水晶体,神経網膜,脈絡膜及び肝は細切後Waringbl-
 enderで,網膜色素上皮細胞はPotter-Elvehjem頁omogenizerでホモジェネートを作製し,各
 々 5mg蛋白質/m1に調整した。組織ホモジェネートを6N塩酸中で120℃9時間酸水解し,水
 解溶液中のtyrosineをCeriotti-Spandrioの方法で比色定量し,基質蛋白質中のtyrosine量
 とした。
 牛眼各組織ホモジェネート0、6m1(3mg蛋白質)に種々のpHの1Mクエン酸緩衝液0.1m1を
 加え,全量LOm1として,37℃2時間の反応後10%三塩化酢酸(TCA)を等量加えた。石油エ
 ーテル0.1mlを加え撹拌後遠心しTCA可溶画分中に含まれるtyrosine量を測定し分解遊離
 tyrosine量とした。自己融解能は基質蛋白質中tyrosine量に対する分解遊離tyrosine量の百
 分率で示した。反応直前と直後にpHを測定した。蛋白質はLowry法を用いて定量した。
 pepstatinはmethano1に,in(iomethacin,aspirinは〔iimethylsulfoxi〔ieに,hy(iro-
 cortisoneはethano1に溶解し,反応系に加えた。
結果
 反応前後のpH変動は最大0.3であった。溶媒として用いた濃度ではmethano1,dimethyl
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 sulfoxide,ethano1は活性に影響しなかった。
 各組織の自己融解能はpH3.8で最も強く認められた。網膜色素上皮細胞が最も高い活性を示し,
 虹彩,毛様体,脈絡膜,神経網膜にも中等度の活性が認められたが,角膜,水晶体,肝には活性
 が認められなかった。網膜色素上皮細胞ホモジェネートの自己融解能はpH3.8,4.8,5.8で120
 分まで直線的に増加した。80℃5分間の加熱処理後のホモジェネートではtyrosineの遊離は認
 められなかった。
 網膜色素上皮細胞ホモジェネートの自己融解は,pepstatin,1eupeptinともに,2×10-6～
 2×10～5Mの範囲で強く阻害された。2×10-5Mのpepstatinと1eupeptinは各pHで活性を30
 ～50%抑制した。更にpepstatinと1eupeptinを同時に加えると自己融解能は殆ど完全に抑制
 された。indomethacinとaspirinは自己融解に影響しなかった。hydrocortisoneは10一4Mで
 軽度抑制した。
結論
 牛眼の網膜色素上皮,ぶどう膜,神経網膜は,酸性pH下で自己融解能を示した。
 この自己融解能は,pH3.8で最大であった。
 また,自己融解能はpepstatinとIeupeptinにより抑制された。以上より,自己融解能を示
 す組織のライソゾームプロテアーゼは各々の組織の蛋白質を基質として分解しうることが示さ
 れた。
 pepstatinはcathepsinDの,1eupeptinはライソゾームチオールプロテアーゼの阻害剤
 として知られており,cathepsinD,B,H,L等が自己融解過程に大きな役割を果していること
 が推定された。
 角膜,水晶体,肝で,自己融解能が認められなかったが,これら組織のライソゾームプロテア
 ーゼ活性が非常に低い為,本実験では測定できなかったものと考えられる。
 高濃度のhydrocortisone以外の抗炎症剤は自己融解を抑制しなかった。抗炎症剤はプロテア
 ーゼ活性に影響しなかったことを示している。
 網膜,ぶどう膜の変性,萎縮,壊死等をきたす疾患においては,何らかの機序によりca亡he-
 psinDやライソゾームチオールプロテアーゼが活性化され,自己融解の過程が生じていること
 が強く示唆され,これを抑制する薬剤の開発により治療も可能となることが期待できる。
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 審査結果の要旨
 眼底疾患のうち,三角症候群や急性後部多相性円盤状網膜色素上皮症,網膜壊死を伴う急性ぶ
 どう膜炎等における病態生理には,ライソゾームプロテア一世の役割が推定されている。
 そこで,筆者は,牛眼各組織の蛋白質を基質として蛋白質分解酵素活性を測定し,自己融解を
 生化学的に検討し,更に各種薬剤の影響を検討した。
 摘出後4℃に保冷した牛眼から各組織を250mM庶糖20mMトリス酢酸緩衝液(pH6.8)中で
 単離し,ホモジェネートを作成し,各々5mg蛋白質/m1に調整した。組織ホモジェネートを6N
 塩酸中で120℃9時間酸水解し,水解溶液中のtyrosineをCeriotti-Spandrioの方法で比色定
 量し基質蛋白質中のtyrosine量とした。
 牛眼各組織ホモジェネート0.6m1に種々のpHの1Mクエン酸緩衝液0.1m1を加え,全量LO
 m1として,37℃2時間の反応後10%三塩化酢酸(TCA)を等量加えた。石油エーテル0.1m1
 を加え撹拌後遠心し,TCA可溶面分中に含まれるtyrosine量を測定し,分解遊離tyrosine量
 とした。自己融解能は基質蛋白質中tyrosine量に対する分解遊離tyrosine量の百分率で示した。
 薬剤としては,pepstatin,1eupeptin,indomethacin,aspirin,hydrocortisoneを反応系に
 加えた。
 組織の自己融解能はpH3.8で最も強く,網膜色素上皮細胞は最も高い活性を示し,虹彩,毛様
 体,脈絡膜,神経網膜にも中等度の活性が認められたが,角膜,水晶体,肝には活性が認められ
 なかった。網膜色素上皮細胞ホモジェネートの自己融解能はpH3.8,4.8,5.8で120分まで直
 線的に増加した。80℃5分間の加熱処理後のホモジェネートではtyrosineの遊離は認められな
 かった。
 網膜色素上皮細胞ホモジェネートの自己融解能は,2×10-6M～2x10『5Mの範囲でpepsta-
 tinと1eupeptinにより強く阻害された。2×10-5Mのpepstatinと1eupeptinは各pHで活性を
 30～50%抑制した。更にpepstatinと1eupeptinを同時に加えると自己融解能は殆ど完全に抑制
 された。indomethacinとaspirinは自己融解に影響しなかった。hydrocortisoneは10『4Mで
 軽度抑制した。
 以上の如く本論文は,網膜色素上皮,ぶどう膜,神経網膜は,酸性pH下で自己融解能を示し,
 pepstatinとIeupeptinにより抑制されることを証明し網膜,ぶどう膜の変性,萎縮,壊死等を
 きたす疾患において,何らかの機序により,cathepsinDやライソゾームチオールプロテアーゼ'
 が活性化され,自己融解の過程が生じていることを強く示唆し,かっ,これらを抑制する薬剤の
 開発により治療の可能性をも示唆した点において意義と価値があり,よって医学博士の学位を授
 与するに価すると認める。
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